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SUMMARY
　　A　protein　containing　diet　was　fed　to　two　day　fasted　rats．　The　effects　of　this　diet　on　in　vitro　translational
activities　in　the　liver　were　investigated：
　　1）　Refeeding　rapidly　increased　the　protein　synthesizing　activity　of　liver　slices　by　about　100　to　150（i70
with　better　preservation　of　polysomes　during　incubation　than　those　from　fasted　rats．　Protein　in　the　diet
was　necessary　to　induce，　through　refeeding，　the　activation　of　protein　synthesis　in　the　liver．
　　2）　The　incorporation　activities　of　［3H］methionine　into　40　S　and　80　S　initiation　complexes　measured
in　pactamycin　pre－treated　liver　slices　were　markedly　increased　by　refeeding．
　　3）　The　elongation　activities　of　protein　synthesis　estimated　as　average　chain　completion　time　and
ribosome　transit　time　of　liver　slices　were　higher　by　about　3090　in　the　refed　rats　than　in　the　fasted　rats．
　　4）　ln　addition　to　the　amount　of　newly　synthesized　poly　A　（十）　mRNA，　their　molecular　distribution
in　liver　cells　were　also　conserved　after　refeeding．
　　These　results　suggeste　that　the　rapid　enhancement　of　liver　protein　synthesis　in　refed　rats　is　indepen－
dent　of　abundance　of　mRNA．　Thus，　protein　synthesis　increase　due　to　effects　at　an　early　stage　after
refeeding　is　controlled　by　the　post－transcriptional　regulation　in　the　liver．
INTRODUCTION
　　Several　studies　have　been　carried　out　that　following　the　feeding　of　protein　or　amino　acid　mixture　to
fasted　rats　and　mice，　the　protein　synthesizing　activity　of　the　liver　was　rapidly　increased　with　concomitant
shifting　of　ribosomes　towards　heavier　aggregatesi）2）3）．　Such　changes，　especially　at　an　early　stage　of
refeeding，　have　been　observed　even　in　rats　which　had　been　pre－treated　with　Actinomycin　D‘）．　Although
the　shifting　of　heavy　polysomes　induced　by　refeeding　suggested　the　stimulation　of　peptide　chain
initiation，　experiments　had　never　been　undertaken　to　clarify　the　effects　induced　by　refeeding　upon　the
initiation　stage　of　protein　synthesis．　lncrement　of　chain　initiation　due　to　refeeding　partially　induce　a
heavier　polysomal　aggregation，　however，　the　aggregate　sizes　of　polysomes　are　determined　by　both　the
rate　at　which　ribosomes　move　along　mRNA　and　that　of　attachment　of　ribosome　to　it．　Then，　it　is　worth
analysing　whether　or　not　the　refeeding　affects　upon　initiation　and　elongation　activity　of　protein　synthesis
in　rat　livers　i）．　ln　this　regard，　it　must　be　mentioned　that　refeeding　amino　acid　mixture　to　protein　depleted
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Abbreviations：　PM－supernatants，　postmitochondrial．　supernatant；　SDS，　sodium　dodecyl　sulfate；　DOC，　sodium
deoxycholate；　TCA，　Trichloroacetic　acid；　EDTA，　ethylene－diamine　tetra－acetic　acid，　Na－salts；　Act．　D，　actinomycin　D．
（1）
Jan．　1990 NAGAI　et　al：　Liver　Translational　Activities一　95　一
rats　restored　in　vivo　chain　initiation　rather　than　elongation　in　liver　protein　synthesis　despite　of　being
indirectly　observed　in　different　system6）．
　　Thus，　experiments　to　clarify　these　problems　were　undertaken．　A　complete　diet　containing　239ro　protein
was　fed　to　2　day－fasted　rats．　The　effects　of　this　refeeding　on　activities　of　translational　initiation　and
elongation　in　liver　were　investigated．　Protein　in　the　diet　were　shown　to　be　essential　to　the　stimulatory
effects　of　refeeding．
MATERIALS　AND　METHODS
　　Chemicals一一一一一一Radiochemicals　were　obtained　from　Amersham，　England．　Pactamycin　was　kindly
donated　by　Dr．　A．　Golden　（NIH，　Bethesda，　Maryland，　USA）．　L－amino　acids　were　gifts　from　Ajinomot
Co．，　Inc．　DOC　was　purchased　from　DIFCO　Laboratories．　Actinomycin　D　was　from　Sigma　Chemicals．
Other　chemicals　used　were　reagents　grade．
　　Animals　and　diet一一一一一一Litter　mates　of　Wistar　strain　rats　weighing　from　120　to　150　g　were　maintained　in
air　conditioned　room　and　fed　a　complete　diet　containing　2390　crude　protein　（Oriental　Yeast　lnd．　Co．）．
Rats　were　fasted　for　40　hr　and　were　then　divided　into　two　groups．　The　first　group　was　freely　given　only
water　（fasted　rats）．　The　second　group　was　fed　ad　libitum　a　complete　diet　containing　protein　（refed　rats）．
In　order　to　observe　the　role　of　protein　in　the　effects　caused　by　refeeding，　an　1890　casein　containing　diet
and　protein　（casein）一free　diet　were　used’）7）．　Rats　were　sacrificed　by　decapitation　at　two　hours　after
refeeding．　Livers　were　perfused　with　ice　cold　buffered　（pH　7．5）　saline．
　　Preparation　and　incubation　of　liver　slices一一一一一一Preparation　and　incubation　of　liver　slices　were　performed　by
the　previously　described　method’）5）7）．　One　ml　of　complete　system　contained　100　mg　liver　slices，　20　to　30
pt　M　amino　acid　mixture　with　specified　amounts　of　labeled　amino　acids，　O．Ol　M　glucose　and　Ca－minus
Krebs　一Ringer　bicarbonate　buffer　（pH，　7．6）．　lncubations　were　performed　at　370C　for　specified　length
of　time　in　an　atmosphere　of　9590　02　and　590　CO，i）．　When　the　incorporation　activities　into　total　proteins
of　livers　were　measured，　590　TCA－precipitates　（protein　fractions）　of　PM－supernatant　were　purifiedi）．
The　measurements　of　radioactivities　were　described　in　the　following　sections．
　　Sedimentat加ana11sisげliver　to　tal　ribosomesのDOO　trea　ted　PM－supema彦。η’一一一…Actinomycin　D（100μg
per　100　g　B．W．）　was　given　intraperitoneally　to　rats　at　2　hr　before　refeeding　a　complete　diet．　PM
－supernatant　was　prepared　from　liver　homogenate　［homogenized　with　2　volume　（V／W）　of　medium　J
50　mM　Tri－HCI　（pH　7．6），25　mM　KCI，　5　mM　MgCl，，　O．25　M　sucrose］　by　centrifugation　at　12，000×
g　for　10　min　at　40C．　Thus　obtained　PM－supernatant　was　treated　with　a－amylase　（100　pt　g／ml）　and
1．3910　DOC．　This　was　subjected　to　20t－v55910　exponential　sucrose－density－gradient　centrifugation’3）
（40，000　rpm　by　SW－41Ti　rotor　for　4　hr　at　40C）　as　previously　describedi）5）．
　　Prepara彦伽and　anal！sisげliver　pol“somalρ吻A（十）mRjVIA…一一一Livcr　total　polysomes　were　prepared
from　rats　at　1　hr　after　receiving　a　［’‘C］orotate　（10　pt　Ci／100　g　body　weight）　intraperitoneally　by　the
previously　described　method’）8）．　The　extraction　and　isolation　of　polysomal　poly　A（十）　mRNA9）　and
determination　their　amounts　in　the　livers　were　previously　describedi）5）．
　　1）retreatementげ伽〃slicesωith　pactanり伽一一一一一一Liver　slices（200　mg）were　incubated　with　2×10－6　M
pactamycin　at　370C　for　10　min　（the　first　incubation），　These　liver　slices　were　washed　to　exclusively
remove　pactamycin　by　cold　Krebs－Ringer　bicarbonate　buffer　（pH，　7．6）．　Subsequently　to　the　incubation
with　50　pt　Ci　of　［3H］methionine　in　the　presence　（2×10－6　M）　or　absence　of　the　pactamychin　for　10　min
at　370C　（the　second　incubation），　a－amylase　and　DOC　treated　PM－supernatant　prepared　from　incubat－
ed　liver　slices　were　subjected　to　10－v46910　exponential　sucrose　density－gradient　centrifugation’3）　（27，000
rpm　by　Beckman　SW－27　rotor　for　5　hr　at　400C）　as　previously　describedi）．
（2）
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　　Measurements　for　incorPoration　activity　of　［i4C］leucine　into　nascent　Proteins一一一一一一The　above　described　PM
－supernatant　was　prepared　from　incubated　liver　slices　（with　O．5　pt　Ci　of［i‘C］　leucine）　i）5）．　The　a－amylase
and　DOC　treated　PM－supernatant　was　centrifuged　at　105，000　×g　for　90　min　after　layered　over　O．5　M
sucrose　in　Medium　（5　mM　MgCl，，　25　mM　KCI，　50　mM　Tris－HCI，　pH　7．6）．The　respectively　obtained
fractions　of　supernatant　and　precipitates　（polysomes）　were　used　for　released（R）　and　ribosome　bound
nascent－peptides（N）　after　deacylation5）．
　　SDS－Po！yacr“lamide　gel　electroPhoresis　of　newly　s“n　thesiged　Pro　teins　from　incubated　liver　slices一一一一一一Liver　slices
（100　mg）　were　incubated　with　［3H］leucine　（30　＃Ci／ml）　at　370C　for　90　min．　Released　proteins（R）　were
prepared　and　were　subjected　to　49（o　SDS　containing　10910　polyacrylamide　gel　electrophosesis5）iO）．　The
［3H］radioactivity　incorporated　into　sliced　gels　of　each　1．5　mm　thickness　were　measured　by　scintillation
counter　as　described　in　the　following　section　after　having　treated　with　NCS．　The　following　proteins　were
used　for　molecular　weight　markers：　bovine　serum　albumin　（MW＝＝68，000），　phosphokreatine　kinase
（MW＝40，000）　and　cytochrome　C　（MW＝11，700）．
　　Measurementsげincorpora彦ed　radioactivities一一一一一一The　radioactive　materials　labeled　by　incorporations　of
［3H］leucine　（Fig．　1）　and　those　of　［3H］methionine　（Fig．　3）　were　precipitated　by　5910　TCA　and　were
washed　with　5910　TCA．　These　precipitates　and　above　described　gel　slices　（Fig．　4），were　treated　with　NCS
tissue－solubilizer　（Amersham　Cop．　England）　at　500C　for　30　min．　The　radioactivities　were　measured　with
toluene　based　scintillator　by　liquid　scintillation　counteri）5）．
RESULTS　AND　DISCUSSION
　　Effects　of　refeeding　on　liver－Pro　tein　s“nthesicing　activit“
　　The　time　courses　for　incorporation　of　［3H］leucine　into　total　proteins　in　liver　slices　from　three　groups
of　rats，　are　shown　in　Fig．　1．　ln　the　case　of　rats　fed　a　protein　containing　diet，　the　incorporation　increased
Iinearly　for　the　first　10　minutes　（up　to　1　hr　and　gradually　to　more　1　hr；data　not　shown）．While，　in　both
cases　of　rats　fed　protein－free　diet　and　fasted　rats，　the　extents　of　their　increases　remained　at　only　less　than
one　half　of　those　in　the　case　of　protein　refed　rats，　During　this　reaction，　better　preservation　of　heavier
polysomes　in　liver　slices　from　refed　rats　was　observed　than　those　from　fasted　rats　（data　not　shown）．
These　results　suggested　that　the　proteins　in　the　diet　were　necessary　to　induce　an　increase　in　protein
synthesis　that　is　evident　when　the　liver　slices　of　refed　rats　are　compared　with　those　of　fasted　rats．
　　Effectsげrefeeding　oηliver、ρo砂∫07η01ρπジ傭in．46ムエ）trea彦ed、Rats一…一一ln　the　previous　studies，　we　have
demonstrated　that　refeeding　a　complete　diet　to　fasted　rats　rapidly　shifted　liver　polysomes　towards　heavier
aggregatesi）5）．　However，　it　is　worth　determining　whether　or　not　heavier　polysomal　aggregation　due　to
refeeding　are　supported　by　rapidly　supplied　abundance　of　mRNA．　To　clarify　this　point，　sedimentation
profiles　of　liver　total　ribosomes　were　analysed　by　employing　DOC　treated　PM－supernatant　from
Actinomycin　D－treated　rats，　of　which　RNA－synthesis　were　inhibited　by　about　90910　（data　not　shown）．
As　shown　in　Fig．　2，　the　shift　of　liver　ribosomes　toward　heavier　aggregates　could　be　clearly　detected　even
in　the　rats　which　have　been　pre－treated　with　actinomycin　D．　This　suggestes　that　heavier　polysomal
aggregation　induced　in　refed　rat　livers　required　no　additional　mRNA．　To　confirm　this　point，　direct
analysis　for　the　effects　of　refeeding　on　amounts　and　distribution　of　poly　A（十）　mRNA　in　their　livers
were　carried　out　as　shown　in　Table　1．　The　amonts　of　poly　A（十）　mRNA　in　liver　cells　were　completely
conserved　even　after　having　refed　a　complete　diet．　ln　addition，　molecular　distribution　of　newly
synthesizedi）　and　preexisted5）　poly　A（十）　mRNA　have　been　scarcely　changed　even　at　2　hr　after
refeeding　（data　not　shown）．　These　results　suggeste　that　rapid　increase　of　liver　protein　synthesis　with
concomitant　shifting　of　heavier　polysomal　aggregates　due　to　effects　induced　by　refeeding　are　indepen一
（3）
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Fig．　1　Effects　of　refeeding　a　protein　containing
　　　　diet　on　the　incorporation　activity　of　［3H］
　　　　leucine　into　total　protin　in　the　liver　slices．
　　　　一一一一一一Liver　slices　（120　mg）　were　incubated
　　　　with　10　pt　Ci　of　［3H］leucine　in　the　complete
　　　　systems　at　370C．　lncorporated　radioactivities
　　　　into　total　proteins　of　PM－supernatant　were
　　　　expressed　as　dpm　per　100　pt　g　RNA．　Refeed－
　　　　ing　a　protein　containing　diet　（e）　and　pro－
　　　　tein－free　diet　（一）．　Fasted　rats　（A）．
　　　A　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　A
　　　top　bottomFig．　2 Effects　of　refeeding　on　sedimentation
　　　　profiles　of　liver　ribosomes　from　Actinomycin
　　　　treated　rats．一一一a－amylase　and　DOC　treated
　　　　PM－supernatant　（O．15　ml）　was　centrifuged
　　　　as　described　in　“Materials　and　Methods’）．
　　　　A．260　nm　was　monitored　by　Hitachi－124
　　　　type　flow－cell　：　fasted，一　；　refed，一一一．　80　S，　60　S
　　　　and　40　S　are　sedimentation　coeflicients　of
　　　　riborome　and　its　subunits．
Table　1　Effects　of　refeeding　on　the　amount　of　poly　A　（十）　mRNA　in　the　livers．　Polysomal　poly　A　（十）
　　　　　mRNA　labeled　with　［’‘C］orotate　in　vivo　were　prepared　as　described　in　“Materials　and
　　　　　Methods”．　These　data　were　indicated　as　average　values　obtained　from　duplicated　experiments．
　　　　　The　effects　of　refeeding　were　expressed　by　the　relative　ratios　on　amonts　and　specific　radioactiv－
　　　　　ity　of　refed　rats　to　fasted　rats　as　Refed／Fasted．
Rat　Livers
a）　Amounts　in　liver　cellsb）　Specific　radioactivity
（＃g　RNA／mg　DNA） （［i‘C］　dpm／＃g　RNA）
Fasted
Refed
7．60
7．80
110
140
Refed／Fasted 1．03 1．27
dent　of　abundance　of　mRNA．　This　finding　led　us　to　analyse　the　effects　of　refeeding　on　respective
activities　of　translational　initiation　and　elongation　in　the　livers．
　　1万rect　evidencesプbγstim　ula　tionげpep　tide盈σゴηinitia　tionのrefeedin9一一一一一一In　facts，　a　step　of　peptide　chain
initiation　has　the　highest　possibility　for　the　regulation　of　protein　synthesis．　Whether　or　not　the　initiation
activity　of　peptide　synthesis　are　affected　by　refeeding，　incorporation　activity　of　［3H］　methionine　into　40S
（4）
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　Fig．　3　Effects　of　refeeding　on　the　incorporation　activity　of　［3H］methionine　into　40　S　and　80　S　ribosomes
　　　　　in　the　pactamycin－pre－treated　liver　slices．一一一Pactamycin－pre－treated　liver　slices　were　incubated　with　50
　　　　　＃Ci　of　［3H］methionine　in　the　presence　or　absence　of　pactamycin　at　370C　for　10　min，　and　following
　　　　　centrifugation　was　described　in　“Materials　and　Methods”．　A．　254　nm　were　monitored　by　ISCO－gradient
　　　　　fractionator．　Without　pactamycin：　a），　refed　rats；　b），　fasted　rats．　With　pactamycin：　c）　refed　rats．
and　80S　ribosomes　in　the　liver　slices　was　analysed．　To　accumulate　run－off　ribosomal　subunits，　liver　slices
were　preincubated　with　2×10－6　M　pactamycin，　known　to　be　a　selective　inhibitor　of　protein　synthesis
initiationi），　and　were　washed　out．　They　were　further　incubated　with　［3H］methionine　as　the　second
incubation．　As　shown　in　Fig．　3（a），　the　sedimentation　profiles　of　incorporated　3H－radioactivities　from
refed　rat－liver　slices　produced　discrete　peaks　in　80S　and　40S　ribosomes　while　in　liver　slices　from　fasted
rats　only　a　small　shoulder　was　produced　in　the　40S　region　and　no　distinct　peaks　were　observed　in　the
80S　region　［Fig．　3（b）］．　lt　is　notable　that　the　radioactivities　incorporated　into　the　40S　and　80S　regions
in　liver　slices　from　refed　rats　were　sensitively　decreased　by　the　presence，　during　the　second　incubation，
of　2×10－6　M　pactamycin［Fig．3（c）］．Similar　result　was　obtained　by　employing　5×10－5　M　aurintricar－
boxylic　acid　（ATA）i）．　While，　the　radioactivity　of　80S　ribosomes，　but　not　of　40S　ribosomes，　was　reduced
by　the　presence　of　2×10－2　M　potassium　fluoride　（KF）’）．　The　inhibitory　mechanism　has　been　under－
stood　as　that　2×10－6　M　pactamycin　and　5×10－5　M　ATA　inhibited　the　binding　of　40S　subunits　to
mRNA　and　that　2×　10－2　M　KF　inhibited　the　formation　of　the　80S　initiation　complexesi）．
　　Our　results　confirm　that　the　formation　of　40S　and　80S　initiation　complexes　in　rat　liver　slices　are
increased　by　refeeding．　This　suggests　that　the　enhancement　of　the　protein　synthesizing　activities　with
concomitant　shifting　of　polysomes　towards　heavier　aggregates　in　refed　rat　livers　must　mainly　be　caused
by　stimulation　of　peptide　chain　initiation’）．
　　Effectsげrefeeding　on　peptide　chain　elongation一一…一Although　the　increase　of　peptide　synthesis　initiation
partially　induce　a　heavier　polysomal　aggregates　due　to　effects　by　refeeding，　the　aggregates　sizes　of
polysomes　depends　upon　both　the　rates　at　which　ribosomes　moves　along　mRNA　and　that　of　association
of　ribosome　to　it．　Whether　or　not　the　elongation　activity　are　influenced　by　refeeding，　the　average
ribosome　transit　time　（Tr）　（designated　as　the　length　of　time　required　for　a　ribosome，　after　having
attached　to　a　mRNA，　to　complete　and　release　a　finished　peptide）　i’）　in　the　pre－incubated　liver　slices　were
measured．　The　Tr　is　independent　of　the　rate　for　attachmerit　of　ribosomes　to　mRNA．　For　practical
analysis，　the　flow　of　［i‘C］　labeled　materials・from　ribosome－bound　nascent　peptide－chains　（designated
as　N）　to　completed　proteins　（designated　as　R：　released　peptide　from　ribosomes）　were　measured．
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Respective　incorporation　activities　of　［i‘C］leucine　into　R　and　total　protein　（N十R）　are　defined　as
following　equations　1　and　II　（where　t　is　incubation　time．　And　at　steady　state，　o〈Tr〈t　is　required）．
R　（dpm／100　ptg　RNA）　＝一2－itlil＞，　ILN　×t一　N　’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’”・・’’’’’”・・・・・・・・・・・・・・・・…（1）
N＋R　（dpm／100　ptg　RNA）　＝一2Titl；S一，N　×t’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’”（II）
　　The　plot　of　radioactivities　（dpm／100　pt　g　RNA）　of　R　as　a　function　of　t　is　linear　after　one　transit　time
（Tr〈t），　and　extrapolates　back　to　one　half　transit　time．　While，　the　plot　of　N十R　as　a　function　of　t　is　also
linear　with　similar　slope　as　that　of　R，　and　extrapolates　back　to　the　time　at　which　linear　synthesis　of
peptide　bigins．　The　interval　between　two　intercepts　is　defined　as　one　half　transit　time．　As　shown　in　Table
2（a），　obtained　Tr　from　refed　rats　was　2．8　min　and　that　from　fasted　rats　was　3．6　min．
　　To　confirm　these　results，　average　chain　completion　time　（designated　as　Tc　which　is　defined　as　the
length　of　time　required　for　accomplishments　of　a　peptide　synthesis）i2）　were　calculated　by　following
Table　2　Effects　of　refeeding　on　elongation　activity　of　protein　synthesis　in　the　pre－incubated　liver　slices．
a）　Average　ribosome　transit　time　（Tr）；　The　data　were　obtained　from　time　courses　of　［i‘C］leucine－
　　incorporation　into　both　R　and　N十R（figure　not　shown）　as　previously　described　（5）．
Rats　livers Intervals　between　two　intercepts　（min）Tr（min）
Fasted
Refed
1．80
1．40
3．60
2．80
b）　Average　chain　completion　time　（Tc）；　The　radioactivities　incorporated　into　N　and　R　were　expressed
　　by　dpm　per　100　ptg　RNA　as　described　in　“Materials　and　Methods”．　These　data　were　indicated　as
　　average　values　from　duplicate　experiments．
Rats　livers
Time　（t） N R Ro－R N十R Tc
（min） （［’‘C］　一dpm／100　＃g　RNA） （min）
Fasted
Refed
7
14
21
28
35
7
14
21
28
35
7．5
9．0
9．8
10．7
10．0
10．5
11．5
11．1
13．9
13．0
35．1
74．0
115．3
155．5
198．3
50．1
112．3
174．8
241．4
309，5
38．9
41．！
40．2
42．8
62．6
62．5
66．6
68．1
42．6
83．0
125．1
166．2
208．3
3．2
3．3
3．7
3．3
60．6
123．8
185．9
255．3
322．5
3．4
2．6
2．5
2．9
2．7
2．7
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Fig．　4　Effects　of　refeeding　on　molecular　distri－
　　　bution　of　newly　synthesized　proteins　in　the
　　　liver　slices一一一i‘C－proteins　（Img）　was
　　　analys．ed　by　SDS－polyacrylamide　gel　electro－
　　　phoresis　as　described　in　“Materials　and
　　　Methods”．　Refed，　（e）．　Fasted，　（A）．　The
　　　relative　ratios　of　refed　to　fasted　rats　（o）．
equation　III　where　R2－Ri　represent　net　values　of　R　during　a　given　incubation　time　interval　t2－ti．
Tc　（min．）　＝2N　（t，一t，）／R，一R，　・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…t・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…（III）
Table　II（b）　showed　that　respective　Tc　of　refed　and　fasted　rats　were　2．7　and　3．4　min．　These　values　of
Tc　conincided　with　those　of　Tr　as　reasonably　expected．　However，　Tr　or　Tc　as　an　elongation　activity　is
compared　only　when　the　species　of　mRNA　and　their　translational　products　have　been　steadily　existing
in　the　systems．　Since　the　amount　and　distribution　of　poly　A（十）　mRNA　in　refed　rat　livers　were
completely　conserved，　the　molecular　distribution　of　their　translational　products　were　analysed　by　SDS
－polyacrylamide　gel　electrophoresis．　As　shown　in　Fig．　4，　the　molecular　size　distribution　of　newly
synthesized　proteins　in　refed　rat－liver　slices　indicated　similar　pattern　with　that　in　fasted　rats．　This
enabled　us　to　compare　observed　Tr　and　Tc　of　refed　rats　with　those　of　fasted　rats　by　weight　average
values．　These　data　indicated　that　refeeding　shortened　the　Tc　or　Tr　by　about　O．7　to　O．8　minutes　in　the
liver　slices．　This　suggestes　that　the　elongation　activity　of　liver　protein　synthesis　is　stimulated　by　about
30（i70　or　more　due　to　effects　induced　by　refeeding　a　protein　to　fasted　rats．　This　increasing　activity　may
also　contribute　in　part　to　the　rapid　enhancement　of　liver　protein　synthesis　in　refed　rats．　However，
increasing　of　initiation　activity　have　also　been　observed　with　a　concomitant　shift　of　ribosomes　toward
heavier　aggregates　as　described　above．　The　extent　of　stimulation　due　to　effects　induced　by　refeeding
must　be　markedly　higher　at　initiation　steps　rather　than　those　at　elongation．
　　These　results　conclusively　suggeste　that　rapid　increase　of　liver　protein　synthesis　induced　as　primary
effects　of　refeeding　is　controlled　at　post－transcriptional　regulation．　This　may　indicate　that　the　effect　of
refeeding　the　fasted　rats　upon　the　liver－protein　bio－synthesizing　system　has　a　different　effect　over　shorter
intervals　following　the　refeeding　than　over　longer　intervals　as　the　secondary　effect　of　increased　secretion
of　insulini‘）i5）．　To　be　able　to　confirm　the　increase　of　liver　protein　synthesis　with　heavier　polysomal
aggregation　as　effects　by　refeeding　a　protein－free　diet　or　only　glucose，　it　requires　longer　time　（5　to　10
（7）
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hrs）　with　supplement　of　additional　mRNA　as　transcriptional　regulation．
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絶食後のタンパク食再投与により誘導される
　　ラット肝タンパク合成活性の促進機構
東京医科大学生化学
長井光三　　柳澤　　勇
　絶食後のタンパク食再投与で見られるラット肝タンパク合成活性の急激な上昇と共に重いPolysomeの増
加する機作を翻訳過程の各段階を分けて解析し，以下の結果を得ることが出来た．
　先ず，2日間絶食したラット（絶食群）およびタンパク食（タンパク半群）または無タンパク食（無タン
パク食群）を再投与後2時間の各ラット肝切片における3H－leucineの総タンパク画分への取り込み活性をin
vitroで検討した．タンパク食群における活性は1時間まで直線的に増加し，以降2時間までゆるやかに増加
し，この時の水準は絶食群の約150％増であった．無タンパク食群においては絶食群の活i生と大差がなかっ
た．さらにこの保温中における重いPolysomeはタンパク食群では良く保存されていたが，他の2群では保
温初期から急激に崩壊する傾向が見られた．したがって，絶食ラットへの再給食に見られる肝タンパク合成
の初期における急激な促進には食餌中のタンパク質が必須要因であることが強く示唆された．次に，絶食お
よびタンパク食の2群のラット肝切片のみを用い，ペプチド合成の開始および延長過程の活性をin　vitroで検
討した結果；1）2×10－6M　Pactamycin処理を行いrun－off　ribosomeを蓄積した肝切片への3H－meth－
ionineの取り込み活性から，タンパク食群では絶食群に比し40　Sおよび80　S　initiation　complexesの形成
が著しく高いことが示された．2）ペプチド合成の延長活性も絶食群に比しタンパク食群の方が30％以上促
進されていた．これらの活性がそれぞれ肝タンパク合成の促進に重要な寄与を果たしているものと考えられ
た．以上の現象はRNA合成の阻害下でも見られることから，transcriptionを含まないpost－transcriptionaI
regulationで調節されていることが強く示唆された．
（9）
